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AREA TEMATICA: SAUDE

Comparagao da citogenética com FISH em pacientes com leucemias e sindrome
mielodisplasica
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RESUMO - As leucemias caracterizam-se por desequilibrio entre a divisao, diferenciacao e morte dos
precursores hematopoéticos como consequiéncia de modificacBes na estrutura ou nas funcdes dos
genes. As sindromes mielodisplasicas (MDS) formam um grupo de doencas caracterizadas por uma
medula 6ssea hiper ou normocelular e citopenias periféricas. A citogenética, no diagndstico de
leucemias, é considerada um marcador prognostico bem definido sendo desejavel que todos os
servigos de onco-hematologia pudessem realiza-lo. Uma técnica molecular derivada da citogenética,
a hibridacéo in situ por fluorescéncia — FISH- identifica o rearranjo cromossdmico ou alguma
alteracdo no locus génico sob estudo, permitindo a detec¢do de anormalidades cromossémicas
especificas em interfases ou metafases. Com estes dados da constituicdo cromossdmica 0 médico
pode definir melhor o progndéstico e ainda propor um esquema terapéutico mais apropriado conforme
a anormalidade citogenética. Apesar da FISH estar na vanguarda tecnoldgica, ndo € ofertado
rotineiramente na maioria das regides do Estado do Paran&d e mesmo do Brasil. Desta forma a UEPG,
com este projeto, se insere na comunidade transferindo o conhecimento e a técnica de Ultima
geracdao, propiciando que pacientes portadores destas neoplasias possam usufruir de forma gratuita,
de um exame de Ultima gerag¢do e de grande importancia clinica. O trabalho tem como um dos
objetivos oferecer, gratuitamente, exame de Ultima geracdo, a FISH, permitindo que os onco-
hematologistas possuam mais uma ferramenta diagnéstica para auxilio no tratamento. Foram
utilizadas amostras de medula éssea de pacientes portadores de leucemias, atendidos no Instituto
Sul Paranaense de Oncologia (ISPON). Até 0 momento a citogenética classica foi realizada com seis
amostras, sendo duas cronicas, duas agudas e duas sem metafases analisaveis. As técnicas de
cultura e preparacdo citolégica empregadas foram satisfatérias na obtencdo de cromosssomos
metafésicos, caridtipo e bandamento cromossdmico (GTG). A FISH foi realizada conforme instrugcdes
do fabricante, confirmando o diagnéstico de leucemia mieléide crénica em duas amostras.

PALAVRAS CHAVE - bandamento G, cariétipo, técnica molecular.
Introducéo

As leucemias constituem um grupo de doencas hematolégicas de grande importancia na
clinica médica, de curso, muitas vezes, rapidamente fatal dependendo principalmente da idade do
paciente e da constituicdo cromossdmica, caracterizando-se por desequilibrio entre a divisdo,
diferenciagdo e morte dos precursores hematopoéticos como conseqiéncia de modificacbes na
estrutura ou nas funcdes dos genes.

A Leucemia Miel6ide Aguda (LMA) é uma doenca maligna da medula Ossea, onde
mieloblastos expandem-se, acumulam-se e suprimem a atividade hematopoética normal (GEER et al,
1999). E uma neoplasia hematoldgica heterogénea constituindo um enorme desafio diagnostico e
terapéutico. Apesar de todos 0s progressos no campo da onco-hematologia e da obtengédo de indices
de remissao pds-inducdo atingindo os 80%, a taxa de cura em LMA permanece em torno de 20%
(APPELBAUM et al, 1998).
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A Leucemia Miel6ide Crdnica (LMC) é caracterizada pela proliferacdo de células mieldides
maduras diferenciadas. Apresenta um pico de incidéncia entre 45 e 55 anos de idade, podendo
acometer criancas e, em 10% a 15% dos casos, pacientes a partir de 60 anos (SAWYERS, 1999). A
LMC é desencadeada, na sua grande maioria, a partir de uma translocacao reciproca entre os bracos
longos dos cromossomos 9 e 22 t(9;22), denominado cromossomo Philadelphia (Phl) (KEATING,
2001).

A sindrome mielodisplasica (MDS) é um grupo heterogéneo de desordens clonais
caracterizada por uma medula 6ssea hiper ou normocelular e citopenias periféricas (ROMEU et al,
2002).

Anomalias cromossémicas clonais sdo observadas em 30-50% dos pacientes com MDS
priméaria. Anomalias numéricas sdo as mais frequentes e cromossomos 5, 7 e 8 estao envolvidos em
mais de 50% dos casos anormais (FENAUX et al, 1996; BERNELL et al, 1996).

A avaliacdo citogenética da MDS tem sido considerada importante ndo apenas para
determinac&o de clonalidade no momento diagnostico, mas também para o progndéstico (ANASTASI
et al, 1993).

Apesar da sua importancia, por vezes, cariotipos por banda-G ndo podem ser realizados em
pacientes com MDS devido a dificuldades técnicas, tais como 0 baixo indice mitético. Além disso,
cariétipo € um processo moroso e anomalias cromossdmicas clonais ocorrendo em uma minoria de
células pode ser ignorada (LUKE et al, 1997).

N&o ha duvidas quanto ao fato de a citogenética, no diagnéstico da LMA, ser considerada um
marcador prognostico bem definidko (MROZEK et al, 1997). Certas alteracdes citogenéticas
encontradas em determinados subtipos de leucemias podem indicar o tratamento mais adequado.

A ratificacdo da importancia da citogenética em LMA veio com o trabalho patrocinado pela
Organizacdo Mundial da Saude, e que resultou na classificacdo da OMS para hemopatias malignas
(JAFFE et al, 2001), que considera a alteracdo cromossémica e/ou molecular de grande importancia
no tratamento e prognostico dos pacientes com leucemia. Atualmente com os resultados de cariétipo
é possivel estratificar os pacientes com LMA, predizer doentes com maior ou menor possibilidade de
atingir éxito terapéutico e acompanhar os doentes para detec¢cdo de recaida ou doenca residual
minima (ROWLEY, 2000).

Quando a citogenética classica € insuficiente na caracterizagdo de altera¢des, ou quando o
resultado do cari6tipo € normal, a utilizacdo de técnicas de citogenética molecular como FISH, sédo
complementares e contribuem para desvendar anormalidades da constituicdo cromossémica.

A hibridacao in situ por fluorescéncia — FISH- € baseada na habilidade de uma fita simples de
DNA se anelar com um DNA complementar. Identifica, pelo uso de sondas fluoresceinadas, o
rearranjo cromossémico ou alguma alteracao no locus génico sob estudo. Permite um rapido exame
de um grande numero de células e a deteccdo de anormalidades cromossGmicas especificas em
intérfases e metafases.

A grande vantagem da FISH é que mesmo em material em que ndo se obtém mitoses ou em
material inadequado para a andlise citogenética é possivel a detec¢éo das anormalidades (RIBEIRO
JUNIOR, 2004).

A desvantagem de FISH é que s6 ha possibilidade de encontrar a alteragdo que
especificamente esta sendo procurada, o que significa que outras anormalidades podem passar
despercebidas.

Conhecer a fundo o funcionamento destes mecanismos defeituosos € o grande desafio da
ciéncia moderna, com a citogenética e técnicas moleculares, como FISH, ocupando papéis
fundamentais na identificacdo das alteragbes cromossémicas e contribuindo sobremaneira para
desvendar a patogénese das leucemias e da MDS.

Com estes dados da constituicdo cromossdmica o médico pode definir melhor o progndstico e
ainda propor um esquema terapéutico mais apropriado conforme a anormalidade citogenética. Apesar
da FISH estar na vanguarda tecnologica, ndo é ofertado rotineiramente na maioria das regifes do
Estado do Parand e mesmo do Brasil. Desta forma a UEPG, com este projeto, se insere na
comunidade transferindo o conhecimento e a técnica de Ultima geragdo, propiciando que pacientes
portadores destas neoplasias possam usufruir de forma gratuita, de um exame de Ultima geragédo e
de grande importancia clinica.

Objetivos

O trabalho tem como objetivos oferecer, gratuitamente, exame de Gltima geracéo, a FISH,
permitindo que os onco-hematologistas possuam mais uma ferramenta diagnéstica para auxilio no
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tratamento e utilizar os dados para andlise e correlagdo com demais fatores envolvidos em
leucemias.

Metodologia

Foram utilizadas amostras de medula éssea de pacientes portadores de leucemias, atendidos
no Instituto Sul Paranaense de Oncologia (ISPON). Os pacientes ou representantes foram informados
sobre o estudo e, voluntariamente, assinaram um termo de consentimento autorizando a utilizacao
das suas células para pesquisa. O projeto recebeu parecer favoravel do Comité de Etica em Pesquisa
da UEPG, com protocolo 9/2007 nimero 199/2007.

Na andlise citogenética, apos aspiragdo da medula éssea com seringa heparinizada e de forma
estéril, o material foi destinado a cultura de curta duragédo conforme a técnica adotada no laboratério
de citogenética da UEPG (CHAUFFAILE et al, 2001), descrito a seguir.

Duas amostras serdo colocadas em frascos T de cultura contendo 7mL de RPMI, 3 mL de soro
fetal bovino e 100 uL de L-glutamina, mantidos em estufa a 37°C, durante 24 horas, quando entao
serdo adicionados 50 uL de colchicina, a qual sera deixada agir por 30 minutos. Ap0s esta fase, sera
adicionada solucéo hipotonica de KCIl a 0,075 mol/L e o material fixado com solucdo 3:1 de &cido
acético e metanol e lavado por 3 vezes (CHAUFFAILE et al, 2001).

As laminas foram coradas pela banda G, tripsina-Giemsa (GTG). As metafases foram
analisadas em microscépio (Olympus BX) acoplado a sistema computadorizado de analise de
imagem Cytovision (Applied Biosystem). As descricdes de cariétipo foram feitas conforme a ISCN
1995 (MITELMAN, 1995).

O procedimento de Hibridagéo in situ fluorescente foi realizado com a utilizagéo das sondas
BCR/ABL em pacientes suspeitos de portar translocagcdo dos cromossomos 9 e 22 de acordo com as
recomendacg@es do fabricante (Poseidon).

Resultados

Na analise de citogenética classica, foram analisadas seis amostras de pacientes, trés
homens e trés mulheres, com idade variando de 32-88 anos; portadores de leucemias miel6ides (4
LMA, 2 LMC).

As metéfases observadas, ndo apresentaram alteragbes numéricas de cromossomos e as
alteracdes cromossémicas puderam ser detectadas a partir da montagem dos cariétipos. Os dois
pacientes portadores de leucemia mieléide cronica apresentaram o cromossomo Philadelphia, t(9,22)
e dois pacientes portadores de leucemia mieléide aguda apresentaram cariétipo normal.

Até o momento a técnica de FISH foi realizada com quatro amostras de leucemia miel6ide
crénica, confirmando o diagndstico ja encontrado na analise citogenética classica em duas delas. . A
andlise da FISH com as sondas BCR/ABL mostrou nucleos interfasicos com a presenca de um sitio
do cromossomo 9 (em vermelho), um sitio do cromossomo 22 (em verde) e um sitio de sobreposi¢céo
vermelho e verde como resultado da translocacdo 9/22. Nas outras duas nao obtiveram-se resultados
devido, provavelmente, a erros laboratoriais ou a inexisténcia de metafases nas amostras utilizadas.

Conclusodes

As técnicas de cultura e preparacao citolégica empregadas foram satisfatérias na obtencéo
de cromosssomos metafasicos, pois foi obtido um bom indice de células mitéticas. Um bom
percentual de aproveitamento das amostras (66,7%) foi detectado, em consonancia com o obtido em
outros laboratérios mais especializados. As bandas cromoss6micas ficaram evidentes, permitindo o
pareamento, montagem de cariétipos e deteccdo das alterac6es cromossbémicas. A técnica de FISH,
embora parcialmente amostrada neste estudo, tém demonstrado ser um procedimento altamente
eficiente no diagnostico das leucemias. Na continuidade deste estudo, um nimero maior de pacientes
suspeitos de translocacdo 9/22 serdo analisados por FISH, além da ampliacdo da utilizacdo deste
método com a utilizagdo de sondas cromossdmicas em pacientes portadores de outras
translocacdes. Desse modo, o laboratério de citogenética da Universidade Estadual de Ponta Grossa
poderéa realizar gratuitamente, em breve, esses exames para pacientes atendidos na regido dos
Campos Gerais.
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